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論　文　内　容　の　要　旨
〔目　的〕
肝再生現象について多くの報告がみられるが、DNA合成が誘導される機序はいまだ明確とな
っていない。Diadenosine　5，，5”，－PI p4－tetraphosphate（Ap4A）については細胞内含
量が細胞の増殖速度と比例し、細胞周期のGl期からS期への移行にともない約103倍に増加す
ると報告されている。さらにGl休止期の培養細胞にAp4Aを添加することにより、細胞のD
NA合成が誘導され、またAp4AとDNA polymeraseαとが強く結合する等が知られており、
Ap4AはDNA合成に関与したsignal nucleotideと考えられている。他方、Ap4Aはタンパ
ク合成経路においてアミノ酸の活性化段階の副反応として生成し、aminoacyl－t RNA syn－
thetaseはAp4A合成酵素として働くので、Ap4Aはタンパク合成と関連するとも考えられる。
本研究では培養細胞を中心に知られていたこれまでの知見を拡大し肝の再生増殖や肝障害での、
Ap4A　の変動を測り、その生理的役割を検討した。また同時に従来肝障害時にその変動が注目
されているATPについて比較検討した。
〔材料と方法〕
ラット肝Ap4Aの抽出：液体窪素で冷却したステンレス製コテで肝臓を圧挫冷凍したのち、組
織を凍結のまま紛末化する。組織1glを10mlの0．7NHCl04で抽出し、その酸可溶性分画を
KOHで中和したのち、上清の一部はATP測定に用いた。残りをDEAEセルロースカラムに
吸着させ、0．02－0．6MのNH4HCO3（pH8．2）直線濃度勾配により溶出し254nmの吸収を
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モニターし、ATP画分からおくれて溶出するAp4Aのピークを採取した。
Ap4A測定法：試料（Ap4A画分）を凍結乾燥したのち、水に溶解した。その試料に、ルシ
フェリンールシフェラーゼを添加し、3分後に蛇毒phosphodiesteraseを添加、Ap4AをAT
Pに転換し発生するルミネッセンスを液体シンチレーションカウンターで測定した。
〔結　果〕
細胞内Ap4A量は、非常に低濃度であるため、その測定は0gilvie　のルシフェリンールシフ
ェラーゼ法を利用した。この際大量のATPの混在はAp4A測定の障害となるので、肝抽出液
中のATP除去のため、試料を予めDEAEセルロースクロマトグラフィーにかけAp4A画分
を得た。Ap4Aの検量線は0．2－6．O pmolの範囲内では直線的であり、混入する微量のATP
の影響をうけなかった。
正常肝Ap4A量は成長に伴い変動し、生後3週令で1460pmol／夜　と高くその後は徐々に低
下し、9過令以降は900pmol／セ台にとどまっていた。Ap4A量が多い生後3週令前後の肝D
NA量の増加率は最高を示した。
再生肝でのDNA合成は、70％肝切除では18h以降に顕著に増加し、26h　で最高に達するが、
この際Ap4A畳は肝切除後1hで一過性に2950pmol／葱に上昇し、8h後再び増加を始め、24
h後に5125pmol／膏と最高に達した。この上昇はDNA合成に先じた増加であった。さらに部
分肝切除量とAp4A量およびDNA合成能との相関を検討したところ、肝の20、40、70％部分切
除24h後のAp4A量はそれぞれ1250、2420、5125pmol／葱と切除範囲の増加に伴って上昇を
示し、DNA合成能もAp4A量の変化と同様に切除範囲の増加に伴って増加した。他方ATP
量は70％肝切除24h後2．19JJmOl／葱で正常肝と比較して著変を示さなかった。
次に肝障害がAp4A量に与える影響を検討した。RNA合成を抑制するDガラクトサミンは肝
障害を引きおこし、投与2日目にその障害は顕著となる。Dガラクトサミン投与2日後、肝Ap4A
量は58％減少した。一方ATP量は22％減少するにとどまった。胆汁ウツ醇による肝障害では、
Ap4A量は6～7日目に456pmol／兎、9日目に319pmol／膏、14日目に219pmol／葱と徐々
に減少した。このときATPの減少はAp4Aに比較すると軽微であった。
さらにAp4A量が肝の障害時における肝修復能力を反映するか否かを検討した。胆汁ウツ梓に
よる肝障害作製後経時的に70％肝切除を負荷し、そのラットの生存時間を検討したとこなAp4A
量が0．3～0．5nmol／葱に減少した時は肝切負荷後4日以内に死亡し、0．22nmol／セ以下に減少
した時、肝切負荷2～3時間以内に死亡した。これらの結果から肝障害時のAp4A量がラットの
耐術力を反映していると示唆された。
〔考　察〕
肝Ap4A量は成長に伴い増減LDNA合成が活発である生後3～4週で最高となった。Ap4A
量とDNA合成能との相関は再生肝でもっと著明に認められた。肝切除後Ap4A量の増加は二峰
性を示した。肝切除1h後にみられた上昇については、この時期に活発化するRNA合成にAp4A
が関与すること、あるいは肝切除によるストレスに対して細胞を活性化するalarmone　としての
Ap4Aの働きが考えられる。Ap4Aの第2の上昇がDNA合成に先じて認められ、肝切除量に
伴いAp4A量とDNA合成能が相関することからAp4Aが再生肝においてもDNA合成のinducer
として働いていることが示唆された。また肝切除後再生肝、障害肝においてAp4A量の変化は
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ATP量のそれより著明であった。以上の結果、Ap4Aがラット肝においても、pOSitive growth
regulatorとして働いている可能性が示唆された。
論　文　審　査　の　結　果　の　要　旨
Diadenosine5，，5”，，－p t p4，tetraphosphate（Ap4A）は組織中に1～2n mole／蒐存
在し、DNA合成に際して増加する。また、Ap4Aはタンノ1ク合成経路においてaminoacyl t－
RNA synthetaseによって生成されるので、タンパク合成と関連すると考えられている。
本論文では、正常ラット肝組織を試料としてAp4Aの定量法を検討確認し、各種条件下にお
いてその変動を検討した。先ず、ラット正常肝ではAp4Aは成長に伴い変動し、生後3週齢で
1．5n mole／葱に上昇し、その後徐々に低下し、9過齢以降は0．9n mole／兎にとどまった。次
いで、再生肝でのDNA合成とAp4Aの関係をみるため、ラットに20、40、70％の部分肝切除
を施した後、8時間毎にAp。Aを測定し、24h後において最高に達し、また切陰範囲の増加に伴
って上昇した。これらのAp4Aの変動はDNA合成の変動とよく一致したが、ATP量はあまり
変化しなかった。
さらに肝障害時のAp4A量の変動を検討した。RNA合成を抑制するD－galactosamineによ
る肝障害では肝Ap4A量は2日後に50％に減少した。胆管結衆による胆汁うつ滞性肝障害では、
Ap4A量は1日目60％、6～7日目40％と14日目まで徐々に減少した。しかしATPの減少は軽
微にとどまった。さらにAp4A量が肝障害時における肝修復能力を反映することをみるために、
胆汁うつ滞肝障害作製後経時的に70％肝切除を負荷し、Ap4A量が0．3－0．5n mole／夜に減少
する時は術後4日以内に、0．22n mole／夜に減少する時には術後2～3h以内に死亡することを
みた。これは肝障害時のAp4Aがラットの肝切除耐術能力の指標となることを示唆するものとい
える。
本研究はDNA合成およびタンパク合成におけるAp4Aの意義に関する生化学的研究に加えて
成長に伴う変化、肝障害時、肝切除時の変化について検討し、さらに肝障害時の肝切除耐術能力
の指標となる可能性を示唆することなど、その臨床的意義も大であり、よって本論文は医学博士
の学位授与に十分価するものであると認める。
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